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実験動物セミナー 第30回研究成果発表会抄録
Abstracts of the 30th Seminar of Laboratory Animal Center
日時：2019年12月19日（木）
場所：山形大学医学部　臨床研究棟 新講義室１階　CBT室
【特別講演】
ゲノム編集で明らかになった活性イオウ分子によるエネルギー代謝制御
守田匡伸（東北大学大学院医学系研究科環境医学分野）
我々はシステインパースルフィド（CysSSH）をはじめとした活性イオ
ウ分子が生体内で多量に存在し、強力な抗酸化活性や親電子シグナル制御
機能を発揮していることを見出してきた。しかしながら、活性イオウ分子
の生成機構や生理機能については未だ不明な点が多い。最近、システイン
パースルフィドがミトコンドリアにおいて、アミノアシルtRNA酵素の一
つであるcysteinyl-tRNA synthetase（CARS2）や硫化水素キノン還元酵
素（sulfide-quinone reductase, SQR）によって産生および代謝され、エネ
ルギー代謝に関与していることが我々の研究で明らかになってきた。これ
らの単純KOマウスは胎生致死であることからCRISPR/Casシステムを用
いたゲノム編集法により、パースルフィド活性のみを欠損したパースル
フィド不活性化マウス、さらにミトコンドリア移行シグナルを欠損したミ
トコンドリア選択的SQR欠損マウスを作製したところ、これらの変異マ
ウスでは発生および寿命に関する表現型が観察され、CARS、SQRなどの
新規イオウ代謝酵素を介したイオウ依存型エネルギー代謝機構が個体発
生から成体の恒常性維持まで広く、重要な役割を担っていることが示唆
された。本研究ではCRISPR/Casシステムによる遺伝子改変を用いること
により胎生致死の表現型を回避し、個体レベルでの機能解析に成功した。
CRISPR/Casシステムをはじめとするゲノム編集技術の発展により、遺伝
子改変動物作製は容易になっただけでなく、従来の方法では不可能であっ
た遺伝子改変も可能になりつつある。最新のゲノム編集法についても合わ
せて議論したい。
【演題番号１】
EGFRチロシンキナーゼ阻害剤を用いた膠芽腫治療モデルの検討
◯鈴木修平＊，＊＊，山本雅大＊，佐野町友美＊，＊＊，冨樫敬太＊，＊＊＊，
須貝明日香＊，清野静香＊，岡田雅司＊，吉岡孝志＊＊，北中千史＊
（＊山形大学医学部腫瘍分子医科学講座，＊＊山形大学医学部附属病
院腫瘍内科，＊＊＊山形大学医学部附属病院眼科）
膠芽腫は難治性腫瘍の筆頭であり、外科的加療・内科的加療ともに治
療効果は限定的であり、効果的な治療方法が希求されている。膠芽腫で
はvariant IIIなどの型の上皮増殖因子受容体（EGFR）の異常が報告され
ており、以前よりEGFRを標的とした加療が模索されてきたが効果は高
くなく実臨床での使用へは至っていなかった。今回我々は肺がん診療で
用いられる代表的なEGFRチロシンキナーゼ阻害剤（TKI）osimertinib
（タグリッソ®）に、新規抗精神病薬でドパミンの部分作動薬である
brexpiprazole（レキサルティ®）を併用する治療で一定の効果を認めたた
め報告する。両剤とも既に他疾患で保険承認が得られており、広い意味
で「ドラッグリポジショニング」としての有用性のある薬剤である。培
養細胞を用いた実験で、高い薬剤抵抗性と自己複製能をもつ患者由来膠
芽腫幹細胞に対して、osimertinib単独では増殖抑制効果は乏しいものの
brexpiprazoleを併用することで増殖抑制効果を高めることができた。ま
た、osimertinibへの治療抵抗性解除の経路として、抗アポトーシス分子
であるsurvivinの低下が関与している可能性が示唆された。動物実験でも
検討を行うため、患者由来膠芽腫幹細胞をヌードマウスの脳内へ定位的
に移植し、同様の加療を行ったところ、毒性の増強無く、brexpiprazole
とosimertinib併用群で生存期間の有意な延長を得ることができた。加え
て、実際にヌードマウスの脳内に形成された膠芽腫の腫瘤内でのsurvivin
の発現低下も認め、培養細胞の実験とある程度一致した結果を得ることが
できた。これらより、brexipiprazoleによるsurvivinの発現低下を介した
osimertinibの抗腫瘍効果を増強する治療戦略は、有用な選択肢となる可
能性が示唆された。
ところでEGFR-TKIは比較的副作用の少ない有用な薬剤であることもあ
り、我々は肺がんのEGFR-TKI抵抗性解除の研究も行っている。肺がんに
おいて脳転移は重要な予後因子の一つであり、またEGFR変異型肺癌では
高頻度で脳転移を発症するため、前述の頭蓋内注射ではない、血行性転移
脳転移モデルを作成したいと考えていた。種々の方法が報告されているが
技術的に難しく、本学動物実験施設の各先生、2018年度の動物実験施設研
究室研修担当学生さん方の全面的なサポートをいただき、頸動脈注射によ
る脳転移モデルの指導を受け、モデル作成の原案を得るに至った。その後、
繰り返し試行検討を行うも、技術の習得が不十分なためinjection自体の成
功率が非常に低く、さらに仮にinjectionが成功したとしても、実際の脳転
移形成に未だ成功していない。これまでの動物実験施設の方々へのご指導
とご高配への感謝を述べるとともに、実験が失敗し続けている原因につい
て、現時点での筆頭演者個人の見解などを併せて報告する。
【演題番号２】
ヘム生合成系初発酵素5-アミノレブリン酸合成酵素１遺伝子破壊マウスに
おけるグルコース刺激インスリン分泌異常
○武田和也＊，＊＊，Koen van Wijk＊，木村朋寛＊，岡野　聡＊，
斉藤真一＊＊＊，山口浩明＊＊，高橋　究＊＊＊＊，田中　徹＊＊＊＊，
中島元夫＊＊＊＊，中島　修＊，（＊山形大学医学部メディカルサイエン
ス推進研究所遺伝子実験センター，＊＊山形大学大学院医学系研究
科先進的医科学専攻創薬科学講座，＊＊＊山形大学医学部医学科免疫
学講座，＊＊＊＊SBIファーマ株式会社）
高等脊椎動物におけるヘム生合成の第一段階及び律速段階は、5-アミ
ノレブリン酸合成酵素（ALAS）によって合成される5-アミノレブリン酸
（ALA）の産生である。ALAS1遺伝子は、組織非特異的に発現するアイ
ソザイムである。20週齢を超えたALAS1ヘテロ接合（A1+/-）加齢マウ
スは、ミトコンドリア機能障害、耐糖能障害（IGT）およびインスリン抵
抗性（IR）を示す（ref．１）。加齢A1+/-マウスにおいて、通常摂食状態
やグルコース負荷状態での血清インスリンレベルは、野生型と比較して、
高値を示さなかった（ref．１）。
２型糖尿病の多く場合、インスリン作用の異常は糖尿病の発症に先行す
るが、初期段階では、インスリン分泌の増加によりインスリン抵抗性が代
償されるため、β細胞が、インスリン抵抗性に応じて、容積・分泌増加で
きる限りは、糖尿病は発症しない。このため、インスリン抵抗性を発現す
るA1+/-加齢マウスが野生型マウスと同等の血清インスリンレベルしか示
さないのは異常な状態である可能性があることから、本研究ではA1+/-加
齢マウスのインスリン合成・分泌に異常があるかどうかを調べた。
電子顕微鏡および組織学的解析から、加齢A1+/-マウスの、β細胞の細
胞質に占める分泌顆粒の面積比および、膵臓断面積に占める膵島の面積比
は、それぞれ野生型マウスの面積比と比較して、それぞれ増大しているこ
とが観察された。しかしながら、加齢A1+/-マウスから採取した分離膵島
のインスリン含有量は、野生型マウスのものと同程度であった。
一方、分離膵島の16.7mMグルコース刺激によるインスリン分泌
（GSIS）は野生型マウスと比較して減少したが、25mMグルコース刺激に
よるGSISは加齢A1+/-マウスで増加し、加齢A1+/-マウスでは、GSIS制
御に異常があることが示唆された。
本研究により、in vivoでのALA/ヘム欠乏がグルコース刺激インスリン
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分泌制御に異常をもたらす可能性が示唆された。
Reference 1. Saitoh et al. PLOS ONE 2018 13: e0189593
【演題番号３】
ヘム生合成系初発酵素5-アミノレブリン酸合成酵素１（ALAS1）mRNA
発現の加齢依存的低下とALAS1+/-マウスでの糖新生の低下
○Koen van Wijk＊，本井美智子＊，＊＊，相澤瞳子＊，＊＊，斉藤真一＊＊＊，
木村朋寛＊，岡野　聡＊，高橋　究＊＊＊＊，田中　徹＊＊＊＊，
中島元夫＊＊＊＊，中島　修＊（＊山形大学医学部メディカルサイエンス 
推進研究所遺伝子実験センター，＊＊山形大学医学部医学科，＊＊＊山
形大学医学部医学科免疫学講座，＊＊＊＊SBIファーマ株式会社）
5-アミノレブリン酸（ALA）は、脊椎動物でのヘム生合成における中
間体であり、ALAの産生量に最終産物のヘム量が依存する。非組織特
異型ALA合成酵素アイソザイムALAS1遺伝子破壊マウスヘテロ接合体
（ALAS1+/-マウス）は、20週齢以降で耐糖能異常・インスリン抵抗性を
発症することを我々は報告している（ref．１）。そこで、本研究では、骨
格筋および肝臓でのALAS1 mRNA発現の加齢変化の有無を検証したとこ
ろ、野生型およびALAS1+/-マウスともに、骨格筋でのALAS1 mRNA
発現レベルが加齢依存的に低下するのが観察され、10週齢と30週齢で、
ALAS1 mRNAレベルは約半分になっていた。これらの結果から、骨格筋
でのALAS1 mRNAレベルの加齢依存的低下がALAS1+/-マウスでの異常
発現の引き金になっていることが示唆された。
ALAS1+/-マウス肝臓では、通常飼育条件下でのグリコーゲン含量の異
常増加が観察されるが、その異常をもたらす分子機構について不明であっ
た。そこで、ALAS1+/-マウスに対しグルカゴンおよびピルビン酸負荷試
験を行ったところ、糖新生能が低下していることを見出した。さらに、肝
臓でのグルコース6-リン酸（G6P）レベルの上昇が観察され、19時間絶食
後のマウス肝抽出物でのG6Pase活性が野生型と比較して低下しているこ
とを認めた。一方、ヘム生合成阻害剤スクシニルアセトンを処理したヒト
肝由来HEPG2細胞においても、G6Pase活性の低下を観察した。
これらの解析結果から、通常飼育条件下ALAS1+/-マウス肝でのグリ
コーゲン含量の異常増加は、ヒトG6Pase欠損症で認められるグリコーゲ
ン過剰と同様に、G6Pase活性の低下により糖新生能が低下し、その結果、
肝臓でのG6Pレベルが上昇し、余剰のG6Pがグリコーゲン合成に利用され
るために生じると、我々は考えている。
Reference 1. Saitoh et al. PLOS ONE 2018 13: e0189593
【演題番号４】
Cu, Zn-スーパーオキシドディスムターゼ（SOD1）遺伝子改変マウスの
精子機能解析
○坂原聖士＊，浅黄恵里奈＊，本間拓二郎＊＊，藤井順逸＊＊，
黒谷玲子＊，阿部宏之＊（＊山形大学大学院理工学研究科バイオ化学
工学専攻，＊＊山形大学大学院医学系研究科生化学分子生物学）
【目的】近年、ライフスタイルの変化に伴う不妊の増加が問題となってい
る。不妊の原因は男性と女性の両方にあり、その半分は男性にあるといわ
れている。男性不妊の原因の一つには造精機能障害があり、精子の形態異
常や精子数減少を引き起こすが、その主な原因は酸化ストレスであると
いわれている。そこで本研究では、抗酸化酵素の一つであるCu，Zn-スー
パーオキシドディスムターゼ（SOD1）のヘテロ欠損マウスを用いて、精
巣や精子に対する酸化ストレスの影響を詳細に明らかにすることを目的と
した。
【方法】NZW系統の野生型（WT）またはSOD1ヘテロ欠損（SOD1+/-）
雄マウスから精巣および精巣上体を摘出し、精巣上体尾部より精子塊を
回収した。精巣と精巣上体をブアン液で固定後、パラフィン切片を作製
し、HE染色による組織学的解析を行った。また、回収した精子をHTF培
地中で37℃、５％ CO2 in air条件下で90分間培養後、精子運動能解析装置
（SMAS，ディテクト）を用いて精子の運動能解析を行った。一部の精子
は走査型電子顕微鏡を用いた超微細構造の観察と、MitoTracker Orange
染色による活性型ミトコンドリアの検出を行った。
【結果】SOD1+/-マウスの精巣はWTマウスと比べて小さく、体重に対
する相対重量も軽かった。精巣の組織学的解析を行った結果、SOD1+/-
マウスの精細管の構造が異常な部分が多く、WTマウスと比べて精母細
胞や円形精子細胞の数が有意に少なかった。精子の超微細構造を比較し
たところ、SOD1+/-マウスでは頭部の変形や頭部自体が欠損したものが
多く、また中片部の表面がroughなものや、頭部と中片部が癒着したも
のがWTマウスよりも有意に多かった。精子の運動能解析を行った結果、
SOD1+/-マウスの総精子数はWTに比べて約10倍少なく、精子運動率も
約20％低かった。また、SOD1+/-マウスはWTマウスと比べて鞭毛の動き
が活発な精子が少なく、精子の直進速度や曲線速度も有意に低下しており、
活性型ミトコンドリアの検出量も低かった。
【結論】以上の結果から、SOD1の減少により酸化ストレスを増大させ、
酸化ストレスはマウス精巣の造精機能を低下させ、精子のミトコンドリア
活性と運動機能も低下させることが示唆された。
【演題番号５】
マウス初期胚における脂肪滴変動の解析
○高木美穂＊，小泉遥奈＊＊，坂原聖士＊＊，高倉　啓＊＊，黒谷玲子＊＊，
阿部宏之＊＊（＊山形大学工学部バイオ化学工学科，＊＊山形大学大学
院理工学研究科バイオ化学工学専攻）
【目的】脂肪滴はリン脂質一重膜で囲まれた構造の内部に脂質を貯蔵する
オルガネラである。脂肪滴に貯蔵された脂質はミトコンドリアに供給され、
細胞内代謝のエネルギー源として消費される。一方、脂肪滴が過剰に蓄積
すると過酸化脂質が生じ、胚の発生能や耐凍能の低下を引き起こすことが
報告されている。脂肪滴の蓄積と胚の品質との関係を解明するためには、
胚発生の過程で脂肪滴の量がどのように変動するのか明らかにする必要が
ある。そこで本研究では、マウスの生体由来胚および体外培養胚における
脂肪滴の数と形態の変化を解析した。
【方法】過排卵処理を行ったICRマウスから各発生ステージの卵子および
生体由来胚を採取した。体外培養胚は、卵管から回収した１細胞期胚を
mWM（アーク・リソース）と、ヒト卵管液アミノ酸組成をベースに開
発されたHiGROW OVIT（扶桑薬品工業）+0.5％ヒト血清アルブミンで
培養し作製した。脂肪滴の局在を調べるために作製した試料をBODIPY 
493/503（Thermo Fisher Scientific）を用いて染色し、共焦点レーザー顕
微鏡（OLYMOUS FV1200）を用いて脂肪滴の数およびサイズを定量解析
した。
【結果】生体由来の卵子において脂肪滴の多くは直径1.5µm以下の小型の
ものであったが、４細胞期以降徐々にサイズが増し８細胞期胚では直径
2.5µm以上の大型の脂肪滴が多く観察された。細胞内に存在する脂肪滴の
量は発生に伴い増加し、８細胞期胚において最大になった。桑実胚および
胚盤胞では脂肪滴はさらに大型化したが、小型の脂肪滴が減り胚全体の脂
肪滴量は減少した。次に体外培養した胚における脂肪滴を解析した結果、
mWMで培養した胚では脂肪滴のサイズと量は生体由来胚とほぼ同じ傾向
を示した。一方、HiGROW OVITで培養した胚では、ほとんどの発生ス
テージにおいて脂肪滴のほとんどは小型で大型の脂肪滴は少なく、脂肪
滴量は生体由来胚およびmWM培養胚と比べてほとんどの発生ステージで
少なかった。体外培養胚の発生能を調べた結果、HiGROW OVIT培養胚
はmWM培養胚と比べて胚盤胞までの発生率はほとんど変わらなかったが、
胚盤胞のハッチング率は大きく低下した。
【考察】マウス胚では、８細胞期をピークに脂肪滴量が増加し、桑実胚期
以降、脂肪滴量は減少した。この結果は、マウス胚では桑実胚期以降に脂
肪滴がエネルギーとして利用され始めることを示唆している。また、胚の
培養に用いる培養液の組成によって脂肪滴の量に違いが生じることがわ
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かった。特に、HiGROW OVIT培養胚では脂肪滴量が著しく減少し、ハッ
チング率が大きく低下したことから、脂肪滴は胚の品質に影響を及ぼして
いる可能性が示唆された。今後は、マウス胚の発生過程における脂肪滴の
蓄積や代謝のメカニズムを解析し、胚の品質に及ぼす脂肪滴の影響を明ら
かにしたい。
【演題番号６】
Brefeldin Aにより小胞体ストレスを誘導したマウス胚の生物学的解析
○廣枝理紗子＊，坂原聖士＊＊，高倉　啓＊＊，黒谷玲子＊＊，
阿部宏之＊＊，（＊山形大学工学部バイオ化学工学科，＊＊山形大学大
学院理工学研究科バイオ化学工学専攻）
【目的】細胞は、グルコース濃度や酸素濃度などの急激な変動による環境
変化や遺伝子変異などにより、処理できないほどの多量の不良タンパク質
が小胞体内に蓄積すると小胞体ストレスが生じる。近年小胞体ストレスは、
神経変性疾患や糖尿病などの疾患に関係していると報告されているが、着
床前胚における小胞体ストレスの研究は少ない。一般に細胞内では、小胞
体ストレスに対する応答として、タンパク質の翻訳量低下や分子シャペロ
ンの増加、不良タンパク質の分解の促進やアポトーシスなどが起こる。本
研究では、マウス胚における小胞体ストレスの影響を解明するために、人
為的に小胞体ストレスを誘導したマウス胚において、小胞体ストレスマー
カーの発現やアポトーシスの発生頻度を調べた。
【方法】過排卵処理を行ったICRマウスの卵管より２細胞期胚を回収し、
小胞体ストレス誘導試薬であるBrefeldin A（BFA）を添加したmWMで
培養し、リアルタイム培養細胞観察装置により胚の発生率および発生速
度を解析した。小胞体ストレス誘導胚において、ゴルジ体マーカーであ
るGM130を用いてBFAによるゴルジ体への影響を調べた。また、ER-ID
で小胞体の局在を観察し、小胞体ストレスのマーカーであるGRP78の抗
体を用いた免疫蛍光染色により小胞体ストレスの有無を調べた。さらに、
TUNELアッセイによりアポトーシスを調べた。
【結果と考察】BFA 1 μM処理群では、ほとんどの胚は胚盤胞へ発生
したが、形態不良の胚が多く観察され、ハッチング率が有意に低下した。
BFA 3 μM 処理群では８細胞期から、BFA 5 μM処理群では４細胞期か
ら発生率が有意に低下した。BFA 3 μM処理群では、胚盤胞への発生速
度の遅延が認められた。BFA処理胚では小胞体とゴルジ体の融合と小胞
体の異常な拡張が観察され、小胞体内にGRP78の局在が観察された。また、
BFA処理胚ではアポトーシス陽性細胞が多数観察された。これらの結果
から、BFA処理により小胞体ストレスを誘導した胚では、濃度依存的に
小胞体ストレスが誘導されることが明らかになった。小胞体ストレスが誘
導された胚では、小胞体とゴルジ体の融合や小胞体の異常な拡張が起こり、
さらに重度な小胞体ストレスを受けた胚ではアポトーシスが頻発し胚の品
質が低下することが示唆された。
　
【演題番号７】
ゲノム編集によって作製した蛍光唾液腺マウスの解析
〇推名祐美，牧野貴大，関亦明子（山形大学大学院医学系研究科看
護学専攻看護病態機能学領域）
【背景・目的】頭頸部癌の治療や骨髄移植時に使用される放射線や化学療
法剤によって唾液腺が傷害されることで唾液分泌が低下し、口腔粘膜炎
の誘発や患者の生活の質（QOL：quality of life）の低下がもたらされる。
我々はがん治療による唾液腺傷害の予防法を開発する目的で、唾液腺細胞
の体外培養系の構築を行なってきた。培養系の構築にあたり、今回、唾液
腺に蛍光遺伝子を組み込んだ蛍光唾液腺マウス（AmyNLVマウス）を作
製した。本研究では、作製したAmyNLVマウスの特徴解析を行った。
【方法】AmyNLVマウスは、NanoLucTMルシフェラーゼとVenusの融合
遺伝子をCRISPR/Cas9システムを用いて、Amy-1プロモーター下に挿
入して作製した。AmyNLVマウスにおけるVenus遺伝子の各臓器におけ
る発現をウエスタンブロッティングと定量的PCR法にて観察し、唾液の
NanoLucTMルシフェラーゼ活性は発光基質を用いて測定した。また組織学
的観察を行って唾液腺でのVenus蛍光を確認した。
【結果・考察】ウエスタンブロッティングにより、AmyNLVマウスでは
目的の耳下腺のみにバンドが観察された。AmyNLV遺伝子は耳下腺と肝
臓特異的なプロモーターの下流に導入されており、定量的PCR法による解
析では、VenusのmRNAは、耳下腺、肝臓、膵臓で発現していた。Venus
タンパク質は今回耳下腺だけで観察されたが、耳下腺発現プロモーター活
性が強いことやウエスタンブロッティングの検出限界によるものと思わ
れる。組織学的観察では、顎下腺、舌下腺、耳下腺の三大唾液腺のうち
耳下腺組織のみにVenus蛍光が観察された。また、共焦点レーザー顕微鏡
による観察で、耳下腺細胞におけるVenus蛍光は、耳下腺細胞の細胞質部
分にみられることがわかった。野生型（+/+）とAmyNLVホモ型（NLV/
NLV）の唾液中のNanoLuc活性の測定を行い比較したところ、野生型
（+/+）では、アミラーゼ活性は検出されたが、NanoLuc活性は検出され
ず、AmyNLVホモ型（NLV/NLV）では、予測どおり強いNanoLuc活性
が検出された。
【結論と今後の展望】今回作製したAmyNLVマウスを用いることによっ
て耳下腺細胞はVenus蛍光として、分泌された唾液成分はNanoLuc発光と
して検出が可能であることを示した。分化した耳下腺細胞がVenus蛍光を
発することから、唾液腺体外培養系における培養耳下腺の分化程度の可視
化や、AmyNLVマウス個体の放射線被ばくモデルや薬剤投与モデルへの
利用によって、今後唾液分泌障害予防のための研究に役立てられると期待
できる。
【演題番号８】
IL-21isoform過剰発現マウスにおける高脂肪食性肥満の抑制と脂肪組織異
常
〇斉藤真一，荒木明美，武田裕司，浅尾裕信（山形大学医学部免疫
学講座）
【目的】メタボリックシンドロームの基本病態は、肥満に伴う脂肪組織の
肥大化であり、脂肪組織における慢性炎症がその増悪に関与することが明
らかになってきた。病態初期の脂肪組織では、炎症性の免疫細胞の浸潤と、
液性因子による免疫細胞の活性化などが起こっていると考えられる。イン
ターロイキン21（IL-21）は活性化CD4陽性T細胞、NKT細胞などから産
生され、各種免疫系細胞に作用し細胞を活性化し、免疫応答の亢進や炎症
の拡大に寄与すると考えられている。本研究では、IL-21 isoform過剰発現
マウス（mIL-21iso-Tg）を用いて、肥満初期における免疫異常の脂肪組織
に対する機能を解析することを目的とした。
【方法】mIL-21iso-Tgは見かけ上正常であるが、リンパ球総数の増大や
DSS誘導大腸炎の増悪、また十二指腸への好中球集積など、免疫細胞や炎
症反応に異常が見られる。本研究では、通常食と高脂肪食（HFD）条件
下での、mIL-21iso-Tgの体重変化および脂肪組織の異常の有無を解析した。
また、皮下脂肪と内臓脂肪での脂肪合成関連遺伝子（Fabp4, Irf4）、マク
ロファージマーカー（Cd11c, Il-10）等のmRNA発現解析を行った。
【結果】通常食では、WTマウスと比較しTgマウスの脂肪組織の割合は
高かった。HFD群Tgマウスでは、HFDによる体重増加率が低く、脂肪組
織量と脂肪細胞サイズもHFD開始前よりも減少していた。また、Tgマウ
スでは通常食下でIl-10が亢進しており、HFDによりインターフェロン調
節因子４（Irf4）のmRNA発現の低下が見られた。
【考察】通常HFD条件下では脂肪食給餌性肥満が誘導され、脂肪組織は
肥大化するが、Tgマウスでは、HFDによる体重増加がみられず、脂肪組
織は小さくなっていた。さらに、抗炎症性マクロファージのマーカーであ
るIl-10発現が高く、IL-21による免疫細胞の変化が肥満の抑制に働く可能
性が示唆された。
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【演題番号９】
GHRヘテロ型遺伝子改変ブタの解剖所見と組織観察
○猪股悠司＊，尾崎順子＊＊，山本　修＊＊＊（＊山形大学工学部，
＊＊山形大学医学部メディカルサイエンス推進研動物実験センター，
＊＊＊山形大学大学院理工学研究科）
【緒言】
　ブタは形態学的および生理学的にヒトとの類似性が高いことから、医学
や薬理学等の分野で利用されてきた。しかし、成長に伴う大型化によって
実験動物としての利用が難しいことが示唆されていた。この問題を解決す
るために、成長ホルモン受容体（GHR）遺伝子改変によるブタの小型化
が試みられてきたが、その解剖学的所見や組織について未解明であった。
そこで本研究では、市販されている実験動物であるゼンノー・プレミアム
ピッグ（ZPP）および、GHRヘテロ型遺伝子改変ブタの解剖及び組織を調
べ、GHR改変ブタの実験動物としての有用性を明らかにすることを目的
とした。
【実験方法】
　本動物実験は動物実験委員会および遺伝子組み換え実験の承認に基づい
て行われた。まず、麻酔下に置かれたブタを安楽死させた後に解剖を行っ
た。その後、各臓器を摘出しホルマリンで固定化した。脱水処理後パラ
フィン包埋をし、組織切片を作成した。その切片に対してヘマトキシリ
ン・エオシン（HE）染色、マッソントリクローム（MT）染色を行い組
織学的な評価をした。
【結果と考察】
１．解剖初見
　ZPPは脱毛クリームによる脱毛が可能であったが、GHRは不可能であっ
た。また皮膚の切開においてZPPの出血は僅かであったが、GHRは止血
措置が必要となる出血量だった。GHRの胸骨の長さはZPPの胸骨の長さ
よりも明らかに短かった。GHRの肺の大きさはZPPの二分の一程度であっ
た。ZPPの肋骨の断面の形は楕円であったが、GHRの断面は円形であった。
GHRの心臓はZPPと比較して反時計回りに90°程度旋回していた。GHRの
頭蓋骨は非常に硬く厚みもあり、骨切りが困難であったが、ZPPの頭蓋骨
は薄くて骨切りが容易であった。
２．組織評価
　GHR及びZPPは上行大動脈、下肢動脈ともに３層構造が確認された。
脾臓における白脾髄内のリンパ球の個数、膵臓でのランゲルハンス島の大
きさ、腎臓での腎小体の直径、心臓での心筋の１mm2辺りの面積はそれぞ
れほぼ同一であることが確認され、肝臓において小葉間動脈、静脈、胆管
の存在がGHRとZPPともに認められた。これらの結果より、GHRは実験
動物として皮膚及び頭蓋骨に関する研究に不向きであるが、GHRのその
他の部位は実験動物として使用されているZPPやゲッチンゲンと同様に使
用できると考えられた。
【演題番号10】
単球由来マクロファージに対するSCGB3A2の遊走促進効果の検討
○弦巻　拓＊，横山悠太朗＊＊，石川文雄＊＊＊，阿部宏之＊，
黒谷玲子＊（＊山形大学大学院理工学研究科バイオ化学工学専攻，
＊＊山形大学工学部バイオ化学工学科，＊＊＊つくば国際大学・医療保
健学部臨床検査学科）
【背景】セクレトグロビン（SCGB）3A2は、抗炎症作用や抗線維化作
用を有し、肺の恒常性維持に深く関与すると考えられる。先行研究で
SCGB3A2投与・非投与マウス肺に対する網羅的な遺伝子発現解析を行っ
た結果、SCGB3A2はマクロファージ（Mφ）の分化や遊走に関わるケモカ
イン（CCL2など）とその受容体（CCR2など）の遺伝子発現を増加した。
このことから、我々はMφに着目し、SCGB3A2によるMφ遊走促進効果を
検討した。
【方法】本研究では１）マウス単球由来Mφ様細胞株RAW264と２）マウ
スから単球を単離して分化させた初代培養Mφに対し、SCGB3A2のMφ遊
走促進効果を検討した。遊走性評価として、初めに、SCGB3A2添加・無
添加条件下でのケモカイン関連遺伝子発現をRT-PCRにて検出した。続い
て、遊走試験として、スクラッチアッセイとチャンバーアッセイの２種類
の解析を行った。スクラッチアッセイでは、コンフルエントの状態で培
養したMφ細胞の一部にピペットマン（200μl）のチップを用いて細胞を
剥離し、剥離した領域へのMφ細胞の遊走をオールインワン共焦点顕微鏡
FV10i下で40時間タイムラプス観察した。チャンバーアッセイでは、イン
サート底部にあるメンブレン上（８μmポア）でMφ細胞を培養し、イン
サート内には、SCGB3A2を含有しない培地を、インサート外のウェルに
はSCGB3A2含有培地を入れて培養した。この異なる培養環境下でのMφ細
胞のメンブレンポアを介した移動を解析し、遊走性の定量的評価を行った。
加えて、SCGB3A2によるＭφ細胞の形態変化を蛍光標識ファロイジンに
よるアクチン染色にて観察した。
【結果】１）Mφ細胞株RAW264を用いた結果：SCGB3A2添加によっ
てケモカイン関連遺伝子発現は増加した。スクラッチアッセイでは、
SCGB3A2添加によって活発なRAW264の遊走を観察し、チャンバーアッ
セイでは、インサートに設置されるメンブレンポアを通過したRAW264数
は、コントロールと比較してSCGB3A2添加によって有意に増加した。ア
クチン染色によって、SCGB3A2で刺激したRAW264では、仮足の伸長と
有意なポドソーム構造の増加を認めた。２）初代培養Mφを用いた結果：
SCGB3A2添加によって、ケモカイン関連遺伝子発現は増加した。スク
ラッチアッセイでは、SCGB3A2添加によって、活発なMφの遊走を観察し、
チャンバーアッセイでも遊走したＭφ数が増加した。
【まとめ】本研究によってSCGB3A2は培養細胞株と生体由来の両方のMφ
に対し、遊走促進効果を示すことが明らかとなり、SCGB3A2のＭφを介
した新しい免疫機構の存在が示唆された。
　
【演題番号11】
セクレトグロビン3A2による食物アレルギー改善効果の検証
〇丸田妙華＊，横山悠太朗＊，佐藤優衣＊＊，弦巻　拓＊＊，
坂原聖士＊＊，阿部宏之＊＊，黒谷玲子＊＊（＊山形大学工学部バイオ化
学工学科，＊＊山形大学大学院理工学研究科バイオ化学工学専攻）
　セクレトグロビン（SCGB）3A2は主に気道上皮細胞から分泌され、
様々な生理作用を有するタンパク質である。我々は、呼吸器疾患モデル
マウス解析によって、SCGB3A2がオボアルブミン（OVA）誘導性肺炎や
ブレオマイシン（BLM）誘導性肺線維化を抑制することを報告してきた。
さらに、我々はSCGB3A2が血中にも存在することや、マクロファージの
機能や極性を制御することも明らかにしてきた。そこで我々は、炎症抑制
効果の強いSCGB3A2がアレルギー薬として有効であると考え、肺組織以
外でのアレルギーに対する有効性も期待した。本研究では、OVA誘導性
食物アレルギーモデルマウスを用いて、SCGB3A2による腸組織における
アレルギー改善効果を検証することを目的とした。
　実験にはBALB/cAおよびC57BL/6Nの野生型（WT）マウスとC57BL/ 
6NバックグラウンドのScgb3a2-WT（同腹）およびScgb3a2-欠損（KO）
マウス（６－11週齢、雌）を使用した。食物アレルギーモデルマウス作
製のために、各マウスに対し背側の一部を１cm2角に剃毛し、４％Sodium 
Dodecylsulphate（SDS）を剃毛部分に塗布につづき、食物抗原である
cOVA（300μg/cm2）を塗布し、皮膚感作を４週間行い、最後にcOVA
（250mg/kg）を経口投与した。さらに、Scgb3a2-WTマウスを用いた食
物アレルギーモデルマウスに対し、cOVA経口投与の７日前から毎日１
回、SCGB3A2（250μg/kg/day）を尾静脈投与した。アレルギー評価には、
cOVA経口投与後の経時的な直腸温測定と、小腸の組織学的解析を行った。
　直腸温計測の結果、cOVAによる皮膚感作を行ったBALB/cAおよび
C57BL/6Nマウスは、cOVA経口投与後に直腸温が約1.0℃低下し、IgE依
存性のアナフィラキシー症状が確認された。cOVA経口投与後のScgb3a2-
KOマウスの低下した直腸温は、Scgb3a2-WTマウスと比較して回復に時
間を要する傾向があった。また、小腸の組織学的評価において、Scgb3a2-
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KOマウスでは、Scgb3a2-WTマウスと比べて腸組織での炎症の悪化や
変性像が観察された。さらに、SCGB3A2の尾静脈投与実験において、
SCGB3A2投与群では、非投与群よりも直腸温が低下せず、小腸の組織観
察では明らかな炎症箇所の減少と軽度化が認められた。これらの結果から、
Scgb3a2-KOマウスでは、Scgb3a2-WTマウスよりも重度の食物アレルギー
が引き起こされること、SCGB3A2投与により、食物アレルギーが改善さ
れることが明らかになった。
　以上のことから、SCGB3A2は肺炎や肺線維化などの呼吸器疾患だけで
はなく、食物アレルギーに対しても改善効果を有することが示された。
【演題番号12】
アセトアミノフェン肝障害におけるアスコルビン酸と遊離鉄の関与につい
ての研究
〇文　潔，小林　翔，藤井順逸（山形大学大学院医学系研究科生化
学分子生物学）
　アセトアミノフェン（acetaminophen; APAP）は副作用の少ない安全
な解熱・鎮痛剤として多くの薬に含まれているが、大量に摂取した場合に
は肝障害をもたらし重篤な場合は死に至ることもあるため、その障害機構
について多くの研究がなされている。摂取したAPAPの一部は肝臓の薬物
代謝酵素であるcytochrome P450（主にCYP2E1）によりNAPQIに変換さ
れ、グルタチオン（GSH）抱合を受けて排泄される。NAPQIの抱合に大
量のGSHが使用され、その消費量が病態の悪化に関係するため、システイ
ン前駆化合物のN-アセチルシステインが治療目的で投与される。一方ビ
タミンCに分類されるアスコルビン酸（AsA）は、抗酸化をはじめとする
多様な生理機能を有するが、霊長類を除いてほとんどの動物は合成できる
ため、マウスでは食餌から摂取する必要はない。AsAの合成には、ヒトで
欠損しているGuloを始め、多数の遺伝子がかかわる。マウス肝臓にはアル
デヒド還元酵素（Akr1a）が大量に発現し、様々なカルボニル化合物の還
元無毒化に加えて、AsA合成の一過程を触媒している。Akr1a欠損（KO）
マウスは、野生型（WT）マウスの約１割程度しかAsAを合成できず、骨
の形成障害などにより１年以内に死亡するが、AsA（1.5mg/mL）を飲水
投与することで顕著に延命する。当研究室ではAkr1a KOマウスを用いた
研究を行い、AsAを欠乏するAkr1aKOマウスではAPAPに対する感受性
が著しく高いことを報告している。一方、APAP感受性は鉄の量によって
大きく異なることが知られている。酸化ストレス下では鉄が触媒となって
ヒドロキシラジカルを生成し、脂質過酸化を起こす。近年、脂質過酸化物
が誘導する鉄依存性の細胞死・フェロトーシスが注目されており、APAP
肝障害への関与が示唆されている。そこで本研究では、Akr1a KOマウス
を用いて、ビタミンCと鉄がAPAP誘発肝障害にどのように関わるかにつ
いて検討を行った。
　野生型（WT）マウスとAkr1aKOマウスに鉄（９mg/kg）もしくは鉄
キレート剤のDeferoxamine（DFO）を腹腔内投与し、APAP感受性につ
いて検討した。一般にオスマウスはメスマウスに比べてAPAP感受性が高
いことが知られているが、DFOを投与することでオスマウスの感受性が
低下した。逆にメスマウスに鉄を投与するとAPAP感受性がオスマウスと
同等程度まで増した。またAsA欠乏Akr1aKOメスマウスでは鉄の有無に
かかわらず高い感受性を示した。しかしGSH含有量と鉄投与の有無との間
には関連は認められず、APAPによる肝障害にフェロトーシスが関与する
か否かについては明確になっていない。鉄がAPAP誘発肝障害を悪化させ、
AsAが抑制する仕組みについて、現在さらなる検討を行っている。
【演題番号13】
DGK-εKOマウスを用いた行動実験
○門倉眞由＊，○亀田茉里＊，○野口裕貴＊，○太田　亮＊，
藤原浩樹＊，後藤　薫＊＊，藤井　聡＊（＊山形大学医学部生理学講座，
＊＊山形大学医学部解剖学第二講座）
　本研究ではDGK-εKOマウスを用いて情動運動機能、運動協調性にどの
ような影響が出てくるかについて調べた。行動解析ではオープンフィール
ドテストを実施し、探索行動や排尿、排便、洗顔、身繕い、立ち上がりな
どの情動行動を評価した。また、回転棒テストを実施し、筋力と運動協調
性を評価した。記憶の学習への影響については恐怖条件づけを用いて、記
憶過程の獲得、想起、消去について解析を行った。
【方法】
　被験体はDGK-εノックアウトマウスと野生型マウスを用いた。被験体
の飼育環境は22±２℃、湿度50±10％、12/12時間の明暗サイクル（午前
６時の点灯）で維持し、食餌と水は自由摂取状況下で飼育された。実験
に先立ってすべての被験体はハンドリングをおこなった。行動解析には、
オープンフィールドテスト、回転棒テスト、恐怖条件づけ学習を行った。
被験体は８～16週齢雄性マウスを用いた。
　オープンフィールドテストでは、自発運動装置を用いて30分間の行動量
を測定した。回転棒テストでは、最大観察時間は５分間とし、連続的に回
転数をあげるトライアルを行い、マウスの落下するまでの時間を測定した。
恐怖条件づけ学習では、恐怖条件づけ過程で、光刺激10秒間呈示後１ｍA、
500m秒の電撃の対呈示を５回行った。消去過程では、光刺激10秒間を30
回呈示し、３日間行った。
【結果】
　本研究では、DGK-εノックアウトマウスに対するメタンフェタミンの
投与が、情動運動機能や運動協調性にどのような影響を与えるかについて
検討した。
　情動運動機能を検討するため、オープンフィールドテストにおいて自発
運動量、探索行動量を測定した結果、WTマウス群とKOマウス群の立ち
上がり回数に有意差が見られた。
　運動協調性について検討するため回転棒テストにおいて、運動学習行動
を測定した結果、顕著にKOマウス運動協調性が低いことが示された。
　記憶の学習への影響については、獲得時には影響は見られないが、想起
に影響が見られた。
　本研究では、情動運動機能、運動協調性に注目してDGK-εノックアウ
トマウスが多動的な行動を示す結果を得ることができた。さらに多方面か
らの検討を行い、行動解析する必要がある。
